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RESUMEN

Chenopodium berlandieri ssp nuttalliae es un cultivo
de traspatio, con alto valor nutricional para la
poblacién de bajos ingresos. Este estudio se realizd
en municipios del Estado de México, a través de
colectas que exhiben variabilidad morfologica v
pueden presentar también variabilidad genética
detectable mediante el uso de marcadores
moleculares del tipo  microsatélites (SSR)
desarrollados para Chenopodium, ya que su cultivo
tradicional y el intercambio entre comunidades ha
permitido la conservacion del valioso germoplasma
de generacion en generacion. Para la extraccion de
ADN se utilizd la técnica descrita por Dellaporta en
1993; para el estudio de poblaciones de huauzontle,
se usaron 21 iniciadores desarrollados por Mason et
al. (2005), los cuales amplifican regiones del ADN

conocidas como  microsatélites  (secuencias
repetitivas simples o SSR) y 38 colectas de
huauzontle, provenientes de Estado de México, que
generaron un total de 80 /oci de los cuales 79 fueron
polimérficos. El analisis de marcadores moleculares
SSR agrup6 a las colectas de huauzontles en seis
grupos a una distancia de 0.619. Los resultados
mostraron que los marcadores SSR, son una
herramienta Util para la discriminacién rigurosa de
genotipos de huauzontle. Estas relaciones genéticas
entre los hibridos fueron confirmadas con el andlisis
de coordenadas principales.

Palabras clave: Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), biologia molecular, diversidad
genética, iniciadores, dendrograma.

ABSTRACT

Chenopodium berlandieri ssp nuttalliae is a crop
backyard, with high nutritional value for low-income
population. This study was conducted in
municipalities of Mexico state, through collections
that exhibit morphological variability and may also
have detectable genetic variability using molecular
markers of the microsatellite type (SSR ) developed
for Chenopodium; because its traditional crop and
exchange among communities has allowed the
conservation of valuable germplasm from generation
to generation. The technique described by Dellaporta
in 1993 was used for DNA extraction; to study
huauzontle populations, they were used 21 initiators
developed by Mason et al. (2005), which amplify
regions of DNA known as microsatellites (simple

repetitive sequences or SSR) and 38 collections of
huauzontle, from the Mexico state, which generated
a total of 80 loci of which 79 were polymorphic.
Molecular markers analysis to SSR collections
grouped into six huauzontle groups at a distance of
0,619. The results showed that SSR markers are a
useful tool for discrimination of genotypes rigorous
huauzontle. These genetic relationships among
hybrids were confirmed with the principal coordinate
analysis.

Keywords: Polymerase chain reaction (PCR),
molecular  biology, genetic diversity, initiators,
dendrogram.


mailto:eulogio.delacruz@inin.gob.mx

INTRODUCCION

Los pseudocereales (Chenopodium y Amaranthus)
se denominan asi porque sus semillas, como las de
los cereales, son harinosas y aptas para la
panificacion, pero pertenecen a las dicotiledéneas
(Mateo, 2005). Uno de los pseudocereales de gran
importancia es el huauzontle (Chenopodium
berlandieri ssp nuttalliae), especie que México aport6
al mundo y que constituyd, junto con el maiz (Zea
mays), el frijol (Phaseolus vulgaris), el chile
(capsicum annuum) y la calabaza (cucurbita pepo),
la base de la alimentacion de las culturas
prehispanicas de Mesoamérica (Hunziker, 1952). En
el valle de Toluca el huauzontle se cultival asociado
con calabaza, maiz y cempasuchil (Tagetes erecta).
El huauzontle se distribuye ampliamente en
Norteamérica y Centroamérica, los nombres
comunes mas popularmente utilizados en diversas
comunidades son: huauhtli, huautli, guauhtli, guautli,
guahuquizlitli, guatzontli, todos ellos derivados del
Nahuatl (Muijica et al., 2001). El huauzontle es un
quelite, que en el espafiol de México significa hierba
comestible cuando aln son tiernas y de uso comun
en el centro del pais, (Carrillo and Mark. 1994).

La contribucién de las semillas de huauzontle como
fuente proteica ha sido evidenciada por De La Cruz
et al. (2006) destacando su valor proteico (17,8 %),
asi como su contenido de acidos grasos esenciales,
considerandolo como alternativa para contribuir a
reducir la desnutricion en areas rurales. La
produccidn del huauzontle, se realiza en traspatios y
la tradicidn de su cultivo se hereda de generacion en
generacion, sin embargo, en los ultimos afios, su
cultivo ha declinado debido al poco uso, a la
sustitucion de cultivos y, a que las nuevas
generaciones abandonan el campo, buscando en las
ciudades mejores alternativas de desarrollo.

Ante la crisis que afronta la agricultura, es necesario
e importante rescatar y aprovechar alternativas de
cultivos que presenten un gran potencial, por su valor
nutritivo y rusticidad, facilitando la practica de la
agricultura  sustentable, que permita generar
ingresos adicionales a los productores que habitan
en zonas con condiciones agricolas marginales.

En la actualidad existen varias técnicas moleculares
que nos permiten conocer la variabilidad genética en
las poblaciones naturales de manera indirecta, como
son los andlisis de proteinas, 0 de manera directa
con estudios de ADN. Los diferentes tipos de
marcadores se distinguen por su capacidad de
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detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y
son de tipo dominante o co-dominante (Simpson,
1997). Los marcadores moleculares se han utilizado
y se utilizan en la mejora genética de plantas como
estimacién de distancias  genéticas  entre
poblaciones, variedades, lineas o hibridos;
identificacion y distincion de variedades, lineas puras
e hibridos; establecimiento de relaciones de
parentesco o "pedigri” entre lineas o variedades para
realizar estudios genéticos y la localizaciéon e
identificacion de genes cualitativos y cuantitativos
(Moreno, 1993); Fairbanks et al. (1993) fueron los
primeros en usar los marcadores moleculares en
especies del género Chenopodium y particularmente
en quinua. Ellos usaron iniciadores de secuencias de
ADN polimérfico amplificado al azar (RAPDs) para
detectar polimorfismos entre colectas de esta
especie. Ruas et al. (1999) usaron RAPDs para
investigar la interrelacion entre 19 especies de
Chenopodium y encontraron que las colectas se
agruparon de acuerdo a su clasificacion por
especies. Mason et al.  (2005) desarrollaron
marcadores de microsatélites en quinua mediante
secuenciacion de 1276 clones de bibliotecas
genomicas enriquecidas de ADN repetitivo CA, ATT
y ATG. Encontraron que de 397 microsatélites, 208
fueron polimorficos en un panel de 31 colectas de
quinua. Ademas los marcadores fueron evaluados en
tres diferentes especies de Chenopodium (C.
pallidicaule, C. giganteum, y C. berlandieri ssp.
nuttalliae), 67 % de los microsatélites amplificaron en
todas las especies, mientras que 99.5 % amplificaron
en C. berlandieri ssp nuttalliae. Ademas de los
microsatélites, se han desarrollado para la quinua
marcadores SNP (polimorfismo de nucledtido Unico).
Coles et al. (2005), obtuvieron 425 marcadores de
secuencia expresada (ESTs); de estos marcadores,
se encontrd que 349 tenian homologia con genes
codificadores de proteinas de otras plantas, 51
marcadores se identificaron como SNPs, de los
cuales 38 fueron cambios en un solo nucleétido y 13
fueron cambios de insercion/delecion. Ademas 81
marcadores SNPs se obtuvieron cuando la quinua se
comparé con C. berlandier ssp nuttalliae.

En el presente ftrabajo se caracterizan
molecularmente 38 colectas de huauzontle,
utilizando 21 iniciadores para microsatélites

desarrollados especificamente para Chenopodium
por Mason et al. (2005), con el objetivo de determinar



la variabilidad genética en el germoplasma de
huauzontle  (Chenopodium,  berlandieri ssp

nuttalliae) colectado en zonas productoras del estado
de México.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras recolectadas presentan caracteristicas
similares en relacién al clima y tipo de suelo. La
poblacién de San Francisco Tlalcilalcalpan,
municipio de Aimoloya de Juarez, y los municipios de
Toluca, Atlacomulco, Tenango del Aire y Xonacatlan
presentan un clima, Cb (w2) (w) (i) (9), (templado
sub himedos con lluvias en verano), con
temperatura media anual que oscila entre 13.4y 13.8
°C y precipitacion media anual varia de 800 a 1,200
milimetros, todos con suelo tipo vertisol. La
Comunidad, municipio de Temascaltepec presenta
clima templado subhumedo, con temperatura media
anual entre los 18 y 22 °C y una precipitacidn pluvial
anual de 800 a los 1,600 milimetros.

Se utilizaron 38 colectas diferentes de huauzontle; el
muestreo fue dirigido, el cual consistio en seleccionar
las unidades elementales de la poblacidn segun las
caracteristicas deseables que diferenciaban una de
otra, y se colectd material vegetativo (hojas sanas y
en buenas condiciones) representativo de Ila
diversidad genética existente en las areas
exploradas. La técnica empleada para la obtencion
de ADN fue la descrita por Dellaporta (1983), la cual

utiliza 2 g de muestra de hojas expandidas y en
buenas condiciones, utilizando Buffer de extraccion
para ADN (100 mM Trizma base, 500 mM NaCl, 50
mM EDTA, 1 % SDS, 10 mM fenantrolina, 10 mM 2-
Mercaptoetanol, pH 8.0).

La purezay concentracion del ADN se determin6 por
métodos espectrofotométricos. Para determinar la
pureza de las muestras de ADN se tomaron muestras
alicuotas de 4 uL de ADN y se disolvieron en 2000
ML de agua destilada estéril. Con los cocientes
obtenidos de las lecturas (260/280), se estimé la
pureza de los &cidos nucleicos en cada muestra. Los
valores entre 1.8 y 2.0 se tomaron como 6ptimos. El
grado de integridad del ADN se estimo por
separacion electroforética de ADN en geles de 1.5 %
de agarosa, tefiidos con 5 uL de bromuro de etidio.
La electroforesis fue realizada a 100 voltios y 50
amperios, durante 50 minutos en amortiguador 0.5X
TBE. Se usaron los iniciadores desarrollados por
Mason et al. (2005), los cuales amplifican regiones
del ADN microsatélites (Cuadro 1).

Cuadro 1. Secuencias de iniciadores usados en las muestras de huauzontle, para identificacion de microsatélites.

Iniciador Secuencia en avance Secuencia en reversa

QCA066 5-AGA GTT CTT ACA TAA GGG AAG AGT-3" 3-TTT CCT TTGGTAGTTTCTTGT T-5°
QCA065 5°-CCA TGC AAG GGA ACATAT TG-3' 3-AAGTTC GTT GGC TTG CTG TA-5"
QCA063 5°-GCA GCA TCA CAG AGC AGA AA-37 3’-GGT GTA GAT TGG GAG CCT GA-5°
QCA058 5-CTC GAC CAG CAG GGT CTG-3’ 3'-CTA GCT AGG CGT TGC CTG AC-5’
QCA057 5-TGC AAG GAAACC ATC TTT GG-3° 3’-TGC CTC ACA GTC ACA CCT ACA-5’
QCA056 5-TTG GAA GAG CTC CAC AAG GT-3’ 3’-CCT CTG AAT AGG ATACCC TTC TGT-5"
QCA051 5°-TGT TTC GGG TAG AAA CAC CAA-3’ 3'-TGC AAT TCA ATG CCC ACATA-5
QCA048 5°-ACA ATA CAT ACA TAA CCC AAT ATT CAA-3’ 3-TGG AAA TGT CAC TAT GAT TGG A-5°
QCA046 5-GCA GGT AAATCA ACC CTT GC-3° 3'-TGC ATG ATA AAC TAA GCA GAC GA-5’
QCA037 5-CCGTTC TTC CAG ACC AAT TC-3° 3'-TCA TGA GCC ACT TCA ACG-5’

QCA033 5-CAG GGC AGT CCACCT CTC TA-3’ 3-ACC TTC TAGTCC TAT GTT CTT GTATGG-5
QCA030 5-TCATTG GTT AGA TGG TGG AAT G-3° 3’-CCC TCT AGT GCATAG GAG TTT CTG-5’
QCA028 5°-TGC TCA CCC TAG CAT TTATAC ACT-3’ 3’-ATG AGA CGG AGG GAG CAC TA-5’
QCA026 5°-TCC CCATAC AGC ACC ACC TC-3° 3’-TGC AAG CAT ACATAA GAC AGT CA-5
QCA019 5°-TTT CAT CAC TCG ACC GTATAG C-3° 3-AGG GTG ACT GTT ACA CCC AAA-5’
QCAO005 5-GTG GTT CAT GGC TGATCC TT-3" 3'-CTT GCC ATC AGG GCA TAT CT-5’
QCA0005 5°-TGA GGA CAC ACA CAC ACA CAC-3’ 3-GGGACC GTTTAATTC AGC AA-5’
QATG016 5°-CCACAC TCATCT CAACCATCC-3" 3-GCG ATC CGG TAC ATC ATT TC-5°
QATG012 5°-GGC AAA CAC ATG GAT CTC AA-3° 3’-CAA ACA GCG AAGAGGTTT CC-5°
QATGO009 5-GAC TAA TGA ACG GAT GGA AGC-3’ 3'-CCT CCC ACATAACCTTCC TCT-5"
QATGO019 5-CCA AAC AAA GAC AAT AAG GAA ACC-3’ 3'-CGA GGT TGA AGG AGA TTC CA-5’
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Las amplificaciones por PCR se efectuaron con
mezclas de reaccion que contenian: 3.4 L de agua;
1.3 UL de cresolred; 1.3 uL de buffer de reaccion 10x
(15 mM), 3 mM MgCl, (1.3 pL), 1.3 pL de dNTPS (10
mM), 0.3 unidades taq polimerasa (0.1 uL), 20 uM
de iniciador (1.3 pL) y 60 ng de ADN geondmico;
para tener un total de 14 uL de mezcla de reaccion.
La amplificacion se efectud en un termociclador
Perkin Elmer Cetus, programado con un ciclo de
desnaturalizacién a 94 °C por 1 min, seguido de
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por un min,
alineamiento a 64 °C por 30 seg y extension a 72 °C
por un minuto, repetidos 18 veces disminuyendo la
temperatura de alineamiento 0.5 °C cada ciclo;
seguido de 29 ciclos conformados por
desnaturalizacion a 94 ° C por 1 min alineamiento a
55 °C por 1 min, extension a 72 °C por 1 min;
posteriormente se dio un periodo de extension final a
72 °C por 10 min y un almacenamiento a 4 °C.

Los productos amplificados se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 3 %
peso/volumen, tefiidos con 5 pl de bromuro de etidio.
La electroforesis se realizd a 100 voltios y 50
amperios, durante 50 min, utilizando una fuente de
poder PS 250-1 (Sigma) y una camara de
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electroforesis horizontal. En los pozos del gel, a las
orillas se depositaron 5 pl de ADN ladder (100 pb)
como referencia de pesos moleculares, en los
siguientes se depositaron las muestras que
contenian un volumen de 14 pl de la muestra
amplificada. Para la separacion de los fragmentos
por electroforesis se utilizd el amortiguador TBE
0.5X, para posteriormente observarlos y capturarlos
digitalmente en un transluminador BIO-RAD modelo
Universal Hood L.

Los tamafios de fragmentos SSR se calcularon a
partir de una curva estandar basada en el tamafio
conocido de fragmentos de ADN de 100 bp
(Biogenica). Los loci se registraron como presentes
(1) y ausentes (0) y se establecio una matriz de doble
entrada (muestra por marcador). Las bandas difusas
no se consideraron. Los datos se analizaron,
basandose en los datos de similitud de la matriz,
usando el coeficiente de similitud Jaccard y aplicando
el método de andlisis de conglomerados de pares
agrupados no ponderados, con promedio aritmético
(UPGMA) usando el programa de computo NTSYS-
PC version 1.8. Asi mismo se realizé un analisis de
componentes principales mediante el paquete
estadistico SAS version 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las amplificaciones se observd un marcado
polimorfismo; esto es posible ya que en los iniciadores
en los que se observd el mayor nimero de bandas,
resolucion 'y reproducibilidad, existi6 un mayor
porcentaje de homologia de sus secuencias con las
ADN blanco, donde se inici6 la polimerizacién y que la
temperatura de alineamiento utilizada favoreci6 la
estabilidad en el alineamiento de estos iniciadores con
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el ADN. También es posible que otras caracteristicas
de los iniciadores influyeron, ya que la temperatura del
alineamiento para las reacciones de PCR se define por
la longitud, contenido de GC y orden de los nucledtidos
en el iniciador (Hoelzel and Green, 1992; Guevara-
Garcia et al., 1997).

Se reprodujeron 80 loci de SSR, observandose un
marcado polimorfismo como se observa en la Figura 1.
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Figura1. Loci de microsatélites con el iniciador QATG012 entre las colectas

El dendrograma divide a las colectas estudiadas en 6 grupos. Las colectas incluidas en el primer conglomerado
son: h1, h2, h3, h4, hd y h6; colectadas en los municipios de Lerma, Xonacatlan y Atlacomulco. El grupo 2 esta
constituido por seis colectas (h7, h9, h10, h8, h11 y h12) colectadas en los municipios de Villa Cuauhtémoc,
Xonacatlan y Toluca. El tercer grupo se conforma por las colectas h14, h15, h16, h17, h23, h18, h20, h19, h21, h22
y h24; muestras colectadas en el municipio de Toluca. El cuarto conglomerado incluye a las colectas h25, h26, h27,
h28, h29 y h38, colectadas en diferentes localidades del municipio de Toluca y en el municipio de Temascaltepec.
El quinto conglomerado incluye a las colectas h30, h31, h32, h33, h34, h36, h35 y h37, colectadas en diferentes
localidades del municipio de Toluca, quedando completamente separada la colecta h13 que no exhibié ninguna
afinidad con el resto de las colectas, la cual fue colectada en el municipio de Almoloya de Juarez (figura 2). El total
de las colectas mostraron una homologia maxima de 0,887 entre las colectas h30 y h31, correspondiendo a
colectas de la misma localidad y una homologia minima de 0.309 entre las colectas h17 y h3 colectas de diferentes
localidades. La colecta h13 no se integrd en ningun grupo, presentando la mayor similitud de 0.642 con h15.

Andlisis de componentes principales (ACP)

En el ACP se encontrd que con los primeros 10  QCA058-50, QCA057-180, QCA056-50, QCA037-200,
componentes principales (CP) se explico el 70 % dela ~ QCA037-80, QCA033-250, QCA030-200, QCA019-
variacién de las colectas de huauzontle (Cuadro 2). 200, QCA005-50; para el CP3: QCA063-50, QCA048-
Los loci que contribuyeron a la variacion en los primeros 200, QCAO037-150, QCA028-200, QCA028-100,
tres componentes principales fueron para el CP1:  QCA026-180, QCA019-80, QCA0005-50, QATGO19-
QCAO066-75, QCA066-50, QCA065-75, QCAO65-50, 200, QATC012-50 y QATG012-30 (Cuadro 2).
QCA058-200, QCA046-200, QCA033-150, QCA030-

80, QCA005-200, QCA005-150, QATG016-250,

QATG012-200 y QATGO12-100; para el CP2:
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Figura 2. Dendrograma de 38 colectas de huauzontle a partir de SSR basado en la distancia genética

Cuadro 2. valores caracteristicos y variacion explicada con los primeros 10 CP

CP Eigenvalor  Diferencia ~ Proporcién  Acumulada
1 11.66 1.48 0.15 0.15
2 10.18 3.50 0.13 0.29
3 6.68 1.49 0.09 0.38
4 5.19 0.96 0.07 0.44
5 4.23 0.30 0.06 0.50
6 3.93 0.94 0.05 0.55
7 2.99 0.09 0.04 0.59
8 2.90 0.23 0.04 0.63
9 2.67 0.25 0.04 0.66
10 242 0.22 0.03 0.70
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El ACP representa graficamente las relaciones entre
colectas de diferente origen geografico e igualmente se
muestra la estrecha relacién entre colectas, el grupo
uno se compone por las colectas H10, H9, H7, H11,
H12 H8 y H13, las cuales provienen de diferente
municipio del valle de Toluca; el grupo 2 constituido por
H1, H2, H3, H4, H5 Y H6, provenientes de diferentes

8
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localidades del valle Toluca-Atlacomulco; el grupo 3
concentra la mayor cantidad de colectas (H38, H15,
H29, H25, H26, H27, H19, H20, H18, H16, H21, H23,
H24, H28, H14, H17 y H22, provenientes del municipio
de Toluca y una de Temascaltepec; mientras que el
grupo 4 se compone de las colectas H31, H36, H30,
H32, H34, H35, H33 y H37, colectas de Toluca.

Pl

Figura 3. Representacion de colectas de huauzontle frente a los dos primeros componentes principales

CONCLUSIONES

Se definieron seis grupos con los genotipos de
huauzontle del estado de México, de acuerdo con las
similitudes y las diferencias identificadas en las
secuencias repetitivas simples (SSR) de las colectas.
La mayor diversidad observada a nivel molecular
encontrada en este estudio podria explicarse por un
cruzamiento en los campos de cultivo de huauzontle
con poblaciones arvenses de Chenopodium. Asi
mismo, este proceso natural se combina con
elintercambio de semillas ancestrales, la seleccién y los
factores edafoclimaticos y de fotoperiodo.
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Las colectas se agruparon principalmente de acuerdo a
las variables morfoldgicas: porte de planta, tamafio de
hoja, tamario y forma de panoja, presencia o ausencia
de estrias, color de hoja y color de tallo. La procedencia
de estas colectas no fue un factor determinante en el
andlisis de conglomerados.

El andlisis de componentes principales nos permite
determinar las relaciones entre colectas de huauzontle
del mismo o diferente origen geogréafico. El origen de
estas colectas no fue un factor determinante en el
analisis de conglomerados.
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